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Candida albicansによってマ クロ フ ァー ジ様細胞 か ら
誘導 され るサイトカイン産生に対 するalendronateの増強作用














matory　cytokines　IL-6 and　MCP-1 in　the　culture　medium　 were　measured　using　ELISA
kits.









真菌 で あ り,特 に高 齢者 の口腔 内か ら分離 され る
こ と が 多 い1～3)。　 そ の た め,高 齢 者 で はC.
albicansによ る口腔 カ ンジ ダ症 が認 め られ る こ
言緒










は不 明で あ る。 我 々はBPsが,　C.albicansに対
す る宿 主の炎症 性サ イ トカイ ン産 生 に及 ぼす影響
をマ ウ スマ ク ロ フ ァー ジ様 細 胞 で あ るJ774.1細
胞 を使 用 して調べ た。
　 1.BPsの 調整
　 Alendronate(LKT　Laboratories,　St.　Paul,
MN,　USA)とetidronate(和光 純薬 工業,大 阪)
は リン酸緩衝液 で溶解後,水 酸化 ナ トリウム溶液
でpH　7に 調整 し,最 終濃度 を10mMと した。実
験 に際 して は,J774.1細胞 の培養 に使用 した培養
液 で ある10%ウ シ胎児 血清(fetal　bovine　serum,
FBS;Biowest,　Nuaille,　France),100　U/mlペ




　 2.C.albicans菌体 の調 整
　 C.albicansは,口腔 カ ンジ ダ症 の マ ウス モデ
ル を使 用 した実験 で病原性 を発揮 す ることが明 ら
か に されて いるOH-1株 を使用 した。 同株 を37℃
好 気条 件 下 で サ ブ ローデ キ ス トロー ス培 地(BD
Biosciences,　Franklin　Lakes,　NJ,　USA)に よ っ
て培 養 した。16時 間培 養後,遠 心分 離 に よって
培 養 上 清 を 取 り 除 き,そ こ にphosphate-
buffered　saline(PBS)を加 えて5×108/mlにな る
よ うに調 整 した。 そのPBS溶 液 を95℃30分加 熱
処理 した もの をC.albicans菌体 の原 液 と した。
その液 を10%FBS含有RPMI1640培地 で希釈 し
て,任 意 の菌数 に調整 し,実 験 に使 用 した。
　 3、 マ ウスマク ロファージ様 細胞J774.1細胞
　 マ ウスマ クロ ファー ジ様細 胞J774.1は理化 学
研究所バ イオ ソースセ ンター(茨 城)か ら分与 さ
れ た。細胞 は,10%FBS含 有RPMI1640培地 を
用 い て,37℃,5%CO2-95%湿 空気 中で 継 代 培
養 して実験 に使用 した。
　 4.(C.albicansによ るJ774.1細胞 か らのサ イ
トカイ ン産生 の誘導
　J774.1細胞 は,96wellマイ ク ロ プ レー ト(BD
Biosciences)を使 用 して37℃,5%CO2-95%湿
空 気 中 で 培 養 し た。 具 体 的 に は,細 胞 を10%
とが多 く,口 腔 ケア を考 え る場 合 にC.albicans
の 口腔 内への定着 を抑制 す る ことが求 め られ る1,4)。
そ して,口 腔 内 に定 着 して い るC.albicansが誤
嚥性 肺炎 の原 因菌 にな る こともある5)。
　 高齢者 は,骨 粗 鬆症 に罹患 す る ことが 多い6～8)。
骨 粗霧症 治療 薬 としてはbisphosphonates(BPs)
が広 く使 用 され て い るが,有 害 事 象 と してBPs
関 連 顎 骨 壊 死(bisphosphonate-related
osteonecrosis　of　thejaws,　BRONJ)が起 こる こ
とが知 られて い る7,9)。Tamaiらは,　BRONJの 発
症 誘 因の一つ が口腔細 菌 に対す る宿主 の炎症性 サ
イ トカイ ン産生 の亢 進で ある可能 性 を報 告 してい
る10～12)。実 際,BRONJは 抜 歯,イ ンプ ラン ト手術,
歯周外科 を契機 と して起 こる。 この こ とか ら,口
腔 細 菌 感染 が発症 の 契機 とな るこ とが考 え られ
る6,7,9,13)。BRONJの患 部 では,複 数の細 菌 か らな
るバ イオ フィル ムも認 め られて い る14)。
　 BRONJ患者 は,　BPs服用者 が高 齢者 に多い こ
とを反映 して高齢者 に多 く認 め られ る6,7)。高齢者
の 口腔常在微生 物 を考 えた場合 には,口 腔細 菌の
他 に 真 菌 で あ るC.albicansが重 要 と な る。C.
albicansは前 述 の よ うに加 齢 と共 に 口腔 内 か ら
検 出 され る頻 度が増加 す る と共 に,口 腔 カ ンジダ
症 を起 こす こ とが あ る15)。したが って,口 腔 細菌
と同様 にBRONJの 発症 誘 因 とな る こ と も考 え
られ る。実 際 に,BRONJ患 者 で 口腔 カ ンジ ダ症
を併発 した症例 も報告 され てい る16)。その症例 で
は,C.albicansが直 接 の原 因微生 物 で あ る こ と
は証明 されてい ない。 しか し,専 門的 な口腔 ケア
の導 入 で カ ンジ ダ症 の症 状 の改 善 とBRONJに
伴 う口腔環 境の悪化 が改善 していた こ とか ら,C.
albicansの関与が疑 われ る16)。
　 C.albicansがBRONJの発症 の原 因 とな る場
合 には,歯 周病原性細菌 と同様 に宿 主 におけ る過
度 な炎 症性 サ イ トカイ ン産 生が起 きると考 えられ
る。 その よ うな時 は,細 菌の場合 とは異 なった治
療法 が必要 とな る6,7・9)。
　 C.albicansは,歯周 病 原性 細菌 とは菌 体構 造
が大 きく異 な り,宿 主 の免疫 応答 も違 った もの に
な る。その ため,歯 周病 原性細菌 で認 め られた よ
うなBPsに よ る炎 症 性 サ イ トカイ ンの産 生増 強
が,実 際 にC.albicansでも同様 に認 め られ るか
一方 ,alendronateを100μMの濃度 で添加後 にC
albicans加熱死 菌 をMOI　10の濃 度で添 加 して24
時 間培 養す る と,死 菌 のみ を加 えた場合 よ りも有
意 に 高 いIL-6の産 生 が 認 め られ た。 しか し,
alendronateの添 加 量 が10μM以 下 で は産 生 増
強 効 果 は 認 め られ な か っ た。 こ の 結 果 か ら,
100μM濃 度 のalendronateはC.albicans加熱
死菌 によ るJ774.1細胞 か らのIL-6産生 を増強 す
るが,alendronate単独 で はIL-6産生 を誘 導 し
ない ことが示 された。
FBS含有RPMI1640培養 液 中 に浮 遊 させ て1×
106/mlとした。 各wellに200μl分注 し,16時間
培 養 した。 その 後,無 血清RPMI1640培地 で細
胞 を1回 洗浄 し,alendronate含有,も しくは非
含有の10%FBS含 有RPMI　1640培地で24時間培
養 した。次 に,無 血清RPMI　1640培地 で細胞 を2
回洗浄 して培養 液 中 のalendronateを除 去 した。
そ して,C.albicans菌液,も しくは対 照の 培養
液 をwellに200μl加え て24時間 培 養 し た。C.
albicansの菌 量 はmultiplicity　of　infection(MOI)
1,MOI　10,　MOI　100の3種類 の濃 度 に な るよ う
にした。実験 に使用 したJ774.1細胞 の細胞 数 とC
albicans 0H-1株の 菌 数 の 比 率 は,　MOIで 表 し
た。MOI　1は細 胞 数1に対 して菌 数 が1,　MOI　10
は細胞 数1に対 して 菌数 が10,MOI　100は細 胞数
1に対 して菌数 が100の割合 に調整 して培養 した。
　 5.サ イ トカ インの測定
　J774.1細胞の培養終 了後に遠心処理 し,上 清中の
interleukin-6(IL-6)とmonocyte　chem at ractant
protein-1(MCP-1)の含 有 量 を マ ウ スELISA
キ ッ ト(eBioscience,　San　Diego,　CA,　USA)を用
い て,マ イ ク ロ プ レー トリー ダ ー(モデル680;
Bio-Rad　Laboratories,　Inc.Hercules,　CA USA)
で測定 した。
　 6.統 計 処 理
　実験 結果 は,平 均値 と標準誤差 を求 めて示 した。
有意差 の検定 はone-way　analysis　of　varianceを
用 い た 分 散 分 析 の 後,Bonferroni　orDunn
methodによる多重 比較検定 を行 った。
　 1.J774.1細胞 のIL_6産生 に及 ぼすalendronate
の影響
　J774.1細胞 にalendronateを1μMから100μM
までの 濃度 で 加 えて,24時 間培 養 した。 そ の後
に培 養 液 を新 た に し,C.albicans加熱 死 菌 を
MOI　10の濃度 で添加 して さ らに24時間培養 した。
培養終 了後 に,培 養上清 中のIL-6量をELISA法
で測定 した(図1)。C.albicans加熱死菌 を加 え
な い 場 合 は,alendronateを1μMから100μM
まで の濃度 で加 えて も,alendronate非添加 と比
較 して有意 なIL-6の産 生 は 認 め られ なか った。
albicans加熱 死 菌 数 を変 えてJ774.1細胞 を培養
した場 合 のMCP-1産 生 を調べ た(図4)。　IL-6
の場合 とは異 な り,alendronateの有無 はすべ て
のMOIに お けるMCP-1産生 に影響 を与 えなか っ
た。
　 5.Alendronateによ るIL_6産生 増 強 作 用 に
及ぼ すetidronateの影響
　J774.1細胞 に100μMのalendronateと共 に
etidronateを1μMから100μMま で の濃 度 で加
え て24時間 培 養 後 に,C.albicans加熱 死 菌 を
MOI　10の濃度 で添 加 して さらに24時間培養 した。
培 養終了後 に培養上清 中のIL-6量を測定 した(図
5)。
　 100μMのetidronateは,　alendronateによる
IL-6産生 増 強 作 用 を有 意 に抑 制 した。 しか し,
1μMお よ び10μMの 濃 度 のetidronateでは
IL-6産生 を抑 制 しなか った。
　 6.MCP_1産 生 に及 ぼすetidronateの影響
　 100μMのetidronateはalendronateによ る
IL-6産生 増 強作 用 を抑制 した ので,　MCP-1産生
に及 ぼす 影響 も調べ た(図6)。1μMか ら100μM
の 濃 度 のetidronateは,　J774.1細胞 の す べ て の
培養 条件 に おけ るMCP-1産生 にま った く影響 を
及 ぼ さなか った。
　 2.Aiendronateによ るIL_6産生 増 強 作 用 に
及 ぼすC.albicans加熱 死菌数 の影響
　Alendronateの濃 度 を100μMと し て,C.
albicans加熱 死菌 数 をMOI　1からMOI　100まで
の 濃度 で 加 え てJ774.1細胞 を培 養 し た場 合 の
IL-6産生 を調 べた(図2)。100μMのalendronate
はMOI　10とMOI　100のC.albicans加熱死菌 に
よって誘 導 され るIL-6の産 生 を有 意 に増加 させ
たが,MOI　1では明 らかな変化 が認 められなかった。
　 3.MCP_1産 生 に及 ぼすalendronateの影 響
　IL-6産生 増 強 作 用 がalendronateに認 め られ
た こ とか ら,IL-6と同様 な炎症 性 サ イ トカ イ ン
で あるMCP-1の産 生 も増 強 され るか否 か を調 べ
た。J774.1細胞 にalendronateを1μMから
100μMまで の 濃 度 で 加 えて24時間 培 養 後,C.
albicanｓ加熱 死 菌 をMOI　10の濃 度 で添 加 した。
そ して,24時 間培養 後 に培養 上清 中のMCP-1量
を測定 した(図3)。
　 その結 果,MCP-1の 産 生 はalendronateの有
無 によっては影響 されず,100μMの 添加 で もC
albicans加熱死菌 によ るMCP-1の産 生量 は増加
しなかった。
　 4.MCP_1産 生 に及 ぼ すC.albicans加熱 死
菌数 の影響
　 Alendronateの濃 度 を100μMと し て,　C
生抑制作 用を示 すことが明らかにされてい る11，18,20～22)。
C.albicansの場 合 はalendronateで前処 理 して
もMCP-1産生 が影響 され なかった。 この ことか ら,
lipid　AやPam3CSK4と は 異 な っ てC.albicans
で はSmad3の活性 化 が起 こ らないため にMCP-1
産生 が抑 制 され ない可能性 が考 え られ る。
　 しか し,Smad3の活性 化 はMCP-1産生 の抑 制
を誘 導 す る と共 にIL-6産生 は増強 す る こ とが報
告 され て い る11,17,20，21)。C.albicansによ るIL-6の
産 生 は,alendronateによ っ て 増 強 さ れ た。
Smad3は,細胞 の核 内の転 写 因 子 と共 に サ イ ト
カインをコー ドす る遺 伝子の転写 を調 節す る11,17,20,21)。
した が って,Smad3のみ が サ イ トカ イ ン遺 伝 子
の 発 現 増 強 や 産 生 増 強 を 担 う も の で は な い。
Alendronate前処理J774.1細胞 をC.albicansで
刺 激 した場 合 にSmad3の活 性 化以外 にIL-6産生
が増強 され るバ イパ スが存 在す る と考 え られ る。
Dengらは,歯 周病 原 性 細 菌 の刺 激 に よ るIL-6
産生 のalendronateによ る増強作 用 がcaspase-1
の活性 化 やIL-1βに よって起 こ る可 能性 を示 唆
してい る10)。
　 次 に,今 回のIL-6産生 増強 をBRONJの 病 態 と
関連 させて考 える。Alendronateのような窒素含有
　窒 素 含有BPsは,細 菌 の菌 体成 分 やサ イ トカ
インの刺 激 によって宿主細 胞か らのサ イ トカ イン
産生 を増 強 も しくは抑制 す る。 そ して,こ の こと
がBRONJの 発症 誘 因 の一 つ とな る可 能性 が示
唆 され てい る10～12，17～19)。
　Alendronateは,C.albicansの刺 激 に よ る
J774.1細胞 のIL-6産生 は増 強 したが,　MCP-1産
生 に は 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た。 一 方,
alendronateを加 えて 培 養 した後 に,　TLRリ ガ
ン ドで あ るlipid　AやPam3CSK4でJ774.1細胞 を
刺 激 した場 合 は,alendronateによ ってMCP-1
の産 生 が抑 制 され る11)。この異 なる結果 は,宿 主
細胞 を刺激 す る微生 物の種 類や構成成 分の違 いが
alendronateのサ イ トカイ ン産生増 強作 用 に大 き
く影響す る ことを示 して い る。
　 そ の理 由 と して,以 下 の こ と が考 え られ る。
Alendronateで前 処 理 さ れ て か らlipid　Aや
Pam3CSK4で刺 激 され たJ774.1細胞 で は,細 胞
内 タ ンパ ク質 で あ るSmad3が 活 性 化 され る11)。
Alendronateによ るSmad3活性 化 の詳細 な メ カ
ニズムは不明 だが,Smad3の活性 化 はMCP-1産
は 全 く 影 響 し な い こ と か ら,etidronateは
alendronateの細胞 への取 り込 み を抑制 してい る
可能性 が考 え られ る。
　 BRONJは 窒 素 含 有 のBPs服 用 者 で起 こ り,
非含 有 のBPs服 用 者 で は報告 され てい な い。 こ
の理 由 の一 つ に窒 素含 有 のBPsが,微 生物 感 染
に対す る宿主 の炎症 性 サイ トカイ ン産 生 を増 強す
る こ とが 考 え られ る。 さ らに,窒 素 非 含 有 の
BPsでサ イ トカ イ ン産 生抑 制 作 用 が認 め られ た
ことは,窒 素 含有BPsと の併 用投 与 な ど を行 う
こ とでBRONJの 発症 を抑 制 す る治療 法 の有 用
性 を裏付 ける もので あ る18,22,34)。BRONJの治療 は
困難で あ ることが多 く,さ ま ざまな試 みが行 われ
て い る32，37，38)。この 併 用療 法 は,実 現性 と安 全性


































産生 を増 強 す ることは報告 され てい る10～12,16～18)。そ
れ に対 して 窒素 非含 有 のBPsは,サ イ トカ イ ン
産生 増 強 作 用 を示 さない と共 にBRONJの 発症
に も関与 しな い10,18,22)。した が って,炎 症性 サ イ
トカ イ ン産生 増 強作 用 がBRONJ発 症 誘 因 の一
つ とな る可能 性 が ある。具 体 的 にはIL-6の存 在
で産生 が誘 導 され るTh17細胞 が産 生 す る炎症 性
メデ ィエ ーター によ る炎症 反応 の 亢進 やIL-6が
骨壊 死の誘因 とな るこ とで あ る23～26)。実 際 に多 く
の炎症性疾 患 の発症 にIL-6産生 が 関わ って い る
こ とが,報 告 され てい る27，28)。そ して,従 来 か ら
報告 されて きた歯 周病原性 細菌 のみで な く,真 菌
で あるC.albicansによって もalendronateによ
るIL-6産生 増強 が 認 め られ た。 この結 果 は,無
歯顎患 者の よ うに歯周病 原性細菌 の保有菌 数が少
ない場合 も,サ イ トカイ ンネ ッ トワー クが乱 れて
BRONJが 発症す る可能性 を裏付 ける もので あ る
29)。Alendronateを含む窒素 含有 のBPsを 服用 す
る骨粗 鬆症患者 の多 くは,高齢者 で ある。したがっ
て,多 数のC.albicansが骨粗 鬆症患 者 の口腔 内
に定着 して い る場 合 は,そ れ がBRONJの 発症
リス ク とな る可能 性 が あ る8，30,31)。ま た,BRONJ
は悪 性腫 瘍患 者 が窒素 含 有BPsを 静 脈 注射 で投
与 されてい る場合に,発 症 頻度が特 に高率 とな る32)。
そ して,悪 性腫 瘍 患者 の半数 以 上の 口腔 内 にC.
albicansが定 着 して い る との報 告 が あ り,そ の
場合 には原 因微生物 となる可能 性が高 くな る33)。
　 一 方,etidronateはalendronateと異 な っ て
窒素 を含有 しないBPsで ある34)。　Etidronateは,
alendronateによ るIL-6産生 増 強 を濃度 依 存 性
に抑制 した。 この結果 は,歯 周病 原性細菌 で ある
Porphyromonas　gingivalisを用 い たDengら の
報告 と同様 で あった10)。IL-6と同様 な炎症性 サ イ
トカ イ ンで あ るIL-1β産 生 のalendronateによ
る増 強 も,窒 素非 含有 のBPsで あ るclodronate
によって抑 制 され た とす る報 告 が ある18)。この理
由 と して は,clodronateがalendronateの細 胞
への取 り込み を抑制す ること,あ るい はNF-κB
のDNAへ の結合 を抑制 す る ことが考 えられ てい
る10，18，35,36)。今 回,etidronateはalendronateの
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